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HEMOLINFA DE INSECTOS.* 
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INTRODUCCION 


Las hormonas juveniles de insectos son moléculas únicas en dos aspectos: química 
y fisiológicamente. Químicamente (Fig. 1) son las únicas hormonas animales que poseen 
una función epóxido; fisiológicamente tienen la capacidad para desempeñar un doble pa- 
pel: 1) Durante el crecimiento y desarrollo ejercen una función moduladora. 2) En las 
hembras adultas son un factor necesario para la normal síntesis del vitelo en los ovoci- 
tos. Las actividades relativas de las tres hormonas juveniles conocidas HJ-I (C.18), HJ-11 
(C.17) y HJ-III (C.16) poseen diferentes acciones. Dichas acciones han sido medidas 
empleando tres diferentes tipos de ensayos. 

a) Ensayo de acción juvenilizante, b) Ensayo del crecimiento ovárico, c) Ensayo 
de vitelogenina. (Luscher and Lanzrein, 1976). 

Los resultados de los ensayos indicaron que para el ensayo de acción juvenilizante 

HJ-I y HJ-II poseen aproximadamente la misma actividad mientras que HJ-III fue 20 ve- 
ces menos activa. Para el ensayo de crecimiento ovárico HJ-III posee alta actividad se- 
guida con leve diferencia por HJ-II y la menos activa fue HJ-I que a igual concentración 
tuvo 1/3 de la actividad de HJ-III. Similares resultados fueron obtenidos en el ensayo 
de vitelogenina en donde HJ-I fue la menos activa, mientras que HJ-II muestra alta acti- 
vidad y HJ-III fue significativamente más potente que HJ-1 y HJ-II. 

Resultados obtenidos por otros investigadores (Gilbert and Chino, 1974) sugieren 
que el transporte de lípidos neutros, esteroles y un número de compuestos lipofílicos 
como las hormonas juveniles son transportados por lipoproteínas. Varios investigadores 
han comunicado la unión de HJ y HJ análogos a lipoproteínas de alto peso molecular en 
diferentes especies de insectos por ej.: pupas y adultos de Hyalophora gloveri, H. cecro- 
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pia:y Antheraea polyphemus (Whitmore and Gilbert; 1972) en larvas jóvenes y maduras 
del quinto estadio de los siguientes Lepidopteros: Paramyelois transitella; Manduca sex- 
ta, Manduca quinquemaculata; Anagasta: kRuehiniella, Cadra: cautella: y. Plodia: interpunc- 
tella (Kramer and Childs, 1977): 

En base a estos datos bibliográficos, y. dado que la hormona:juvenil llega:a los teji- 
dos receptores o “blanco” a través:de la hemolinfa desde el sitio de-síntesis, tratamos-de 
conocer cuál era el mecanismo de transporte de la. HJ-1:de alta:actividad en estados -nin- 
fales en T.pellidipennis. 


MATERIALES Y METODOS 


Insectos: Todos los insectos: (Triatoma: pallidipennis) fueron: criados a:30%C y. 55-- 
65% /o de humedad siendo alimentados sobre. aves: 


Material químico: Hormona: juvenikl: radiactiva: (H3-1-3H; actividad: específica: 
13,5 Ci/mmol), fue adquirida a: New England Nuclear: Corp. (Boston; U.S: A). Hormo- 
nas juveniles.no radiactivas, ácido palmítico, acetato deo-naftilo, diazotato de di-o-anisi- 
dina, dodecilsulfato de sodio (SDS) y. dietilparanitrofenil fosfato (paroxon) fueron pro-- 
vistos por Sigma Chemical Company, (St:Louis, Minm, U.S:A.). Previo asu utilización la: 
pureza de todos los compuestos fue analizada por:cromatografía en capa delgada desili- 
ca gel. Los solventes utilizados:en todas las:etapas fueron de grado cromatográfico. 


Hemolinfa. 


La extracción de hemolinfa:se realizó cortando las extremidadesde los insectos: y 
recogiéndola con una pipeta Pasteur: Luego de colectada, se agregó DTT (ditiotreitol) 
hasta una concentración 3mM y se centrifugó a:7000 rpm, enuna:centrifuga Sorvall) pa- 
ra eliminar hemocitos. 

Posteriormente se fraccionó en alícuotas-de- 100-200 ¡ul que se guardaron a-70%C 
hasta su utilización. Todas las operaciones previasse realizaron a 4°C. 


Cromatografía. 


Para la verificación de la pureza de los.compuestos utilizados:se realizaron croma-- 
tografías sobre capa delgada de- silica gel 20 x 20 cm, 0,2 mm de-espesor {Riedel de 
Haén) con indicador de fluorescencia. Los:sistemias de solventes utilizados fueron bem- 
ceno: acetato de etilo (4:1 v/v) y. hexano: acetato de.etilo (7: 3 vfv). 


Medición de la actividad hidrolítica general en hemolinfa- 


Fue medida según la técnica de Van Asperen(1962) utilizando como sustrato ace- 
tato de o=naftilo 0,6 mM en buffer fosfato 40 mM pH 7.0. Alícuotas-de: 100 ¿al conte- 
niendo diferentes diluciones de hemolinfa fueron agregadas e-incubadas 10-15 min. a: 
30°C. Al terminar el período de incubación se agregó 500 ul de-una solución de diazota- 
to de di-o-anisidina (1 %/o p/v}: SDSAS jo: pfw) (2:5). Esta solución fue utilizada para 
estimar el a=naftol liberado dando un color:azul que-fue-medido 2600 nm. Cuando se 
agregó paroxon en concentraciones 108 M la acción hidrolítica de las esterasas de he- 
molinfa fue totalmente inhibida. 
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Figura 1: Estructuras de hormonas juveniles. 
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Figura 2: Representación esquemática de la medición de la capacidad y especificidad de 
T unión por ensayo de competencia. 
E Hormona radiactiva. 
+Compuesio con igual afinidad (2) o sin afinidad (3) por el transportador (PTHJ). 
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Medición de la capacidad de unión. 


Se midió utilizando la técnica de adsorción de la hormona libre con una solución 
de carbón: dextrano (0,3 - 0,66 °/o) en buffer Tris-C1H 15 mN, CiNa 0,1 M, azida sódi- 
ca 0,02 ° Jo, pH 7,3. El ensayo se describe en la Fig. 2. 

El agregado de carbón dextrano se realizó al finalizar el período de incubación (16 
horas) a 4°C, en un volumen igual al de incubación (250 ul). Luego de 10 minutos de 
reposo se centrifugó a 2500 rpm a 4°C. La radiactividad presente en el sobrenadante co- 
rresponde a la hormona unida al transportador; la hormona libre es absorbida por el car- 
bón-dextrano. Los dosajes de proteínas se realizaron por el método de Lowry y col. 
(1951). El registro de la radiactividad presente en los sobrenadantes fue realizado en un 
contador de centelleo líquido Beckman LS-3133, utilizando como mezcla centellante 
solución de Bray (Bray, 1960). 


Aislamiento de lipoproteínas de hemolinfa. 


Se realizó depositando sobre una solución de NaBr (2,5 ml, f= 1,31 g/ml) 1,6 
ml de hemolinfa pura, luego se centrifugó a 178.000 g (45000 rpm) durante 24 hs a 
8°C, en una Ultra-centrífuga MSE. Fueron incubadas tres bandas correspondientes a: 

1) Lipoproteínas de alta densidad (HDL) $= 1,12 g/ml de color anaranjado. 

2) Lipoproteínas de muy alta densidad (HDL) d = 1,21 g/ml de color marrón 
claro. 

3) Lipoproteínas de muy alta densidad (VHDL) d= 1,29 g/ml de color amarillo. 

Luego de aislar las bandas fueron dializadas contra buffer Tris 15 mM EDTA 1,5 
mM, ClNa 0,1 M azida sódica 0,02 °/o pH 7,3 durante 24 hs. y posteriormente utili- ` 
zadas en diferentes ensayos. 

Para la medición de las densidades en todos los casos se utilizó un refractrómetro 
Bausch & Lomb. 


RESULTADOS Y DISCUSION 


Estudios preliminares sobre el metabolismo de HJ-1-3H en ninfas del quinto esta- 
dio de T. pallidipennis indicaron la transformación de la HJ-I al ácido correspondiente 
por acción de esterasas presentes en hemolinfa y tejidos. Para poder realizar estudios so- 
bre el transporte de HJ-I fue necesario tratar la hemolinfa con paroxon 108 M durante 
10 min. a 4°C. Luego de este tratamiento se comprobó, utilizando la técnica para medir 
actividad hidrolítica, que las esterasas estaban inhibidas. La Fig. 2 indica los diferentes 
tipos de ensayo que se realizaron para medir la capacidad de unión. En la primera se- 
cuencia se describe una incubación de hemolinfa pura (20 ¡ul = 1300 ug de proteínas) 
que contiene el posible transportador de hormona juvenil (PTHJ), con HJ-1-H 
(10.000 cpm). La segunda secuencia difiere de la primera en que se agrega una sustancia 
a probar, por ejemplo HJ-I o HJ-III no radiactivas. Estas hormonas no radiactivas pue- * 
den actuar como competidoras de la HJ-1-3H respecto de los sitios de unión del PTHJ. 

En la tercera secuencia se observa el efecto al agregar una sustancia que no com- 
pite por los sitios de unión del PTHJ. En todos los casos, luego del agregado de carbón- 
dextrano la radiactividad remanente en el sobrenadante representa la HJA-3H unida. Si 
existe competencia por los sitios de unión del PTHJ se visualizará en una curva de des- 
plazamiento como la de la Fig. 3 para el caso de HJ-I o HJ-III. Se observa en dicha figu- 
ra que tiene mayor afinidad por la HJ-1 dado que con 42 pmoles se consigue el 50 %/o 
de desplazamiento, mientras que con HJ-III es necesario 84 pmoles. Si no existe com- 
petencia por los sitios de unión la curva de desplazamiento es igual a la de Fig. 3 para el 
caso de ácido palmítico (16:0) o para el ácido de HJ-I, donde se observa que a elevadas 
concentraciones de estos compuestos, el desplazamiento es mínimo. De la Fig. 3 tam- 
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Figura 3: Curvas de competición entre HJ-I radiactiva y los siguientes compuestos no ra- 
diactivos: a) HJ-I, b) HJ-III, c) ácido palmítico (16:0) y HJ-I ácido. En las abscisas 
se representan las concentraciones de los compuestos no radiactivos utilizados. 
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Figura 4: Representación de Scatchard que señala la presencia de dos transportadores de 
hormona juvenil-I en la hemolinfa del 5% estadio ninfal de T. pallidipennis. 
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bién se deduce que existen dos especies moleculares con diferente capacidad de unión. 
Una de ellas es saturable (parte más vertical de la curva) o sea que posee un número dis- 
creto de sitios de unión y la otra insaturable con las concentraciones utilizadas (parte 
horizontal de la curva). 

Realizando un gráfico de Scatchard (Scatchard, 1949) como el que se observa en 
la Fig. 4 se comprueba la existencia de ambas especies moleculares. La línea más hori- 
zontal representa los sitios de baja afinidad y alta capacidad. La pendiente de la curva 
representa la constante de asociación con valor negativo (-K, ) y ges igual a la constante 
de disociación (Ką). El de mayor interés es el componente de alta afinidad y baja capa- 
cidad pues es el específico y según la Fig. 4 posee una constante de disociación K¿ = 
0,55 x 107 M. Dicho valor está indicando una fuerte afinidad entre la HJ-1 y PTHJ. 

Para obtener mayor información sobre la naturaleza química del transportador de 
HJ-I se separaron proteínas de hemolinfa por ultracentrifugación de acuerdo a su den- 
sidad de hidratación. La Fig. 5 indica el procedimiento utilizado para separar las lipo- 
proteínas; la banda que posee una densidad de $ = 1,10 g/ml es la que corresponde a la 
mayor capacidad de unión. Por lo tanto son lipoproteínas de alta densidad las responsa- 
bles del transporte de HJ-I en hemolinfa. La presencia de dos clases de transportadores, 
uno específico y de baja capacidad y otro inespecífico y de alta capacidad presenta una 
situación similar a lo que sucede en vertebrados donde albúmina y varias lipoproteínas 
representan el componente de baja afinidad, baja especificidad y gran capacidad para in- 
teractuar con hormonas lipofílicas. A su vez proteínas específicas poseen alta afinidad, 
alta especificidad y baja capacidad para asociarse con las hormonas. 

Pese a la divergencia evolutiva que existe entre vertebrados e insectos, ambos han 
desarrollado un sistema binario de transporte para hormonas lipofílicas. 


Centrifugacion a 8°C 
24hs 1780009 (45000rpm) 


jado $112 g/ml 
claro $121 9/mi 


unan $.129 g/mi 






VLDL 1006-10199 m] 
LDL  1,019-1.063g mi 
HDL  1.063-1.219/mi 
VHDL 1421-1259 


Figura 5: Proceso de fraccionamiento de lipoproteínas de hemolinfa del 5% estadio nin- 
fal de T. pallidipennis por ultracentrifugación. VLDL: lipoproteínas de muy baja 
densidad; LDL: lipoproteínas de baja-densidad; HDL: lipoproteínas de alta densi- 
dad; VHDL: lipoproteínas de muy alta densidad. 
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¡Para œl caso de hormonas ¡juveniles de T. ¡pallidepennis la necesidad de poseer dos 
ttipos «de transporte ¡puede «deberse a wun ¡mecanismo de regulación en el cual la proteína 
“específica «aparecería como ¡protección «contra llas:esterasas de hemolinfa, evitando la rá- 
¡pida ¡inactivación «de ¡la hormona juvenil. IE] transportador inespecífico y de gran capaci- 
dad cumpliría la función de transportar:otrasssustancias lipofílicas, además de HJ-1. 

¡El ¡presente ¡trabajo ¡brinda ¡la ¡posibilidad de ¡implementar un método para dosaje 
dde hormonas ¡juveniles ¡presentes en:extractos de'hemolinfa o tejidos. Para ello es necesa- 
mio ¡previamente ¡purificar «el transportador «específico de !HJ-I eliminando el transporta- 
¿dor ¡inespecífico. Una wez :reálizado œl ¡proceso de purificación, deben estudiarse las .con- 
diciones óptimas ¡para realizar los dosajes de'hormonas juveniles por medio de curvas de 
desplazamiento como ¡la de lla 'Fig. 3. 'Estos.estudios:están desarrollándose actualmente 
«en muestro laboratorio. 
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“SUMMARY. MHaemolymph «of fifth mymphal ¡instar of Priatoma ¡pallidipennis was:ana- 
lysed for juvenile ¡hormonel ¡binding «and ihydrolytic «activities. Hydrolysis «of -JHF 
and $ -naphthyl acetate ¡by 'haemolymph esterases «was inhibited «with ¡paraoxon 
((LOSM). We report tthe «discovery «of two 'binding «components with different :affinities 
and capacities for ithe JEI molecule. The apparent «equilibrium dissociation «constanst 
(Ep) for tthe ¡high affinity JH binding sites ¡is 0;55x10 7M. The:second -JH-I binding 
component exhibits a much llower affinity for JHI. Three lipoproteins differing iinihy- 
drated density were ¡isolated from tthe 'haemolymphoT T. pallidipennis; they:are 11) high 
density llipoproteins (HDL) Y = 1,12 ¿g/mil, 2) wery 'high density lipoproteins (VHDL) 
S = 121 g/m and 3) wery ¡high density ¡lipoproteins (VHDL) 4 = 11,29.g/ml. The 
¡HDL ifractionsshows:amuch 'high'binding activity. 
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